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論文内容の要旨 
 
【背景】 
 
ミトコンドリアは 2 重膜構造を持つオルガネラであり、独自の DNA(ミトコンドリ
ア DNA)を持つ。また、融合と分裂を繰り返す動的なオルガネラであることが知られ
ており、この動態の違いにより細胞内エネルギーである ATP の合成や活性酸素種の
量、小胞体との接触部位による Ca2+の流入の調節を行う。 
ミトコンドリア病はミトコンドリア DNA の異常だけでなく、ミトコンドリアタン
パク質の異常を含むミトコンドリアの機能不全により発症する事が知られており、全
身で様々な症状が見られる。また、特にエネルギー要求度の高い組織である脳や心筋
で重篤な症状を示すことも知られている。さらに、成長ホルモン分泌不全性低身長症
はミトコンドリア病の共通症状であることも知られている。その一方で成長ホルモン
分泌不全性の低身長症に関しては様々なミトコンドリア病で見られることや、他の症
状との関連が不明である点から解明が進んでおらず、ミトコンドリア病で見られる成
長ホルモン分泌不全性低身長症の発症メカニズムは不明である。 
小人症は低身長を症状とする疾患の総称であり、原因により、体内発育不全低身長
症やラロン型低身長症、軟骨無形成症、突発性低身長症など様々な分類がなされてい
る。その中でもミトコンドリア病の共通症状として知られる成長ホルモン分泌不全性
低身長症は成長ホルモンである GH (growth hormone)の分泌不全により発症する事が
分かっている。発症は遺伝的要因によるものは稀であり、外的要因や原因不明による
ものが主である。その為、発症メカニズムの解明は重要だと考えられるが、これまで
の研究では GH 分泌経路を対象としたものが多く、不明な点が多い。 
 GH は下垂体から分泌されるホルモンであり、体の成長に重要な役割を持つ。GH
の分泌は視床下部からの刺激と自身のフィードバックにより促進されることが分か
っている。これまでの研究により、GH の分泌経路は解明されつつあるが、ミトコン
ドリアとの関係については報告が少なく、GH 分泌経路に対してミトコンドリアがど
のようは役割を持つかは不明な点が多い。 
 当研究室はミトコンドリアの品質管理に重要な役割を持つタンパク質としてミト
コンドリア 4 回膜貫通型タンパク質である MITOL (Mitochondria ubiquitin ligase)を同
定した。これまでに MITOL の機能としてミトコンドリアの分裂因子である Drp1 
(Dynamin related protein 1)の制御を介したミトコンドリアの融合状態の維持や、Mfn2 
(Mitofusin 2)の制御を介したミトコンドリアと小胞体の接触部位形成の促進を報告し
てきた。さらに、抗老化作用や ES 細胞における多機能性の維持についても報告され
ている。最近では、当研究室は小胞体ストレスの制御に MITOL が関与する事や、大
脳・海馬・嗅球特異的に MITOL を欠損させたマウスの解析から、ミトコンドリア異
常を介した神経細胞の異常も報告している。これらの知見から、ミトコンドリアの品
質管理に重要な役割を持つ MITOL がミトコンドリア病で見られる成長ホルモン分泌
不全性低身長症に関連する事は十分考えられるが、MITOL の GH 分泌に対する役割
は今だ、不明である。 
 本研究では、MITOL の GH 分泌に対する役割を明らかにするために、脳特異的
MITOL 欠損マウスの解析をおこなった。その結果、低身長・低体重の表現型を示し、
これが GH の分泌異常に起因していることを明らかにした。また、MITOL が下垂体
分化に重要な転写因子の制御と GH に対する直接的な制御の少なくとも 2 経路を介し
て GH の分泌を制御していることを見出した。さらに、小人症の治療薬である GH の
投与により表現型が回復したことから、このマウスが世界に先駆けたミトコンドリア
タンパク質由来の成長ホルモン分泌不全性低身長症のモデルマウスとして有用であ
ることが考えられる。 
 
【結果】 
 
1. MITOLF/F, Creマウスでは低身長・低体重の表現型が認められる 
 
MITOL の GH 分泌に対する役割を解明するため、主に神経幹細胞、また、下垂体
にも Cre を発現する事が知られている Nestin プロモーターに Cre をドライブした
MITOL+/+, Creマウスと MITOLF/Fマウスを掛け合わせて作製した脳特異的 MITOL 欠損
マウスである MITOLF/F, Creマウスを解析した。MITOL+/+, Creマウスは GH を含む一部の
下垂体ホルモンの量的低下が知られている。その為、身長や体重を測定した結果、
MITOLF/F, Creマウスは MITOL+/+, Creマウスを含む他のマウス群に比べて低身長・低体重
であることが明らかとなった。GH の量的低下が報告されている MITOL+/+, Creマウス
よりも低身長・低体重であることから、これらの結果は MITOL が体の成長に重要な
役割を持つ事が示唆される。 
 
2. MITOLF/F, Creマウスでは GH の分泌が低下する 
 
そこで、体の成長に重要な役割をもつGHを分泌する下垂体に着目した。その結果、
MITOLF/F, Creマウスの下垂体は同腹である MITOLF/Fマウスの下垂体よりも萎縮してい
ることが明らかとなった。また、H＆E 染色の結果から好酸性細胞である GH 分泌細
胞と PRL (Prolactin)分泌細胞の割合が低下していることを見出した。そこで、GH 抗
体を用いた DAB 染色により GH 分泌細胞を特異的に検出したところ、MITOLF/Fマウ
スよりも GH 分泌細胞の割合が低下していることを確認した。実際にウェスタンブロ
ッティング法を用いて GH の発現量を検討すると、MITOLF/F, Creマウスでは GH の発現
量が低下していた。また、Cre が下垂体にも発現するとの報告と一致して、MITOL の
発現量も低下していた。これらの結果は、MITOLF/F, Creマウスに認められる表現型は
GH の分泌不全が原因であることを示唆する。また、GH 分泌不全の原因は下垂体の
MITOL が欠損したことであることを示唆する。 
 
3. MITOLF/F, Creマウスの下垂体では分化異常が認められる 
 
 次に GH の分泌異常の他にどのような異常が認められるのか qRT-PCR 法を用いて
検討した。その結果、MITOLF/F, Creマウスの下垂体では好酸性細胞の割合の低下と一
致して、GH の他に PRL の mRNA 発現量の低下が見られた。その一方で他の下垂体
ホルモンについては mRNA 発現量の低下は見られなかった。これらの結果は好酸性
細胞への分化が異常になっていることを示唆する。次に、GH は視床下部からの刺激
と自身による正のフィードバックにより分泌促進されることが報告されていること
から、視床下部からの刺激を受け取る GHRHR（Growth hormone releasing hormone 
receptor）と GH の受容体である GHR(Growth hormone receptor)について検討した。そ
の結果、GHR の mRNA 発現量には変化が見られなかった一方で、GHRHR の mRNA
発現量は低下していた。好酸性細胞である GH 分泌細胞と PRL 分泌細胞の共通な転
写因子であり、GHRHR の転写因子として Pit1 (POU1F1)が知られている。そこで、Pit1
を含む転写因子についても検討した結果、Pit1 の mRNA 発現量が低下していた一方で
Pit1 の転写因子である Prop1 (Homeobox protein prophet of Pit1)は低下していなかった。
Prop1 は下垂体において、Pit1 陽性細胞の前駆細胞における重要な転写因子としても
知られている。その為、これらの結果は MITOL が未知の機能により Pit1 を制御する
事、MITOLF/F, Creマウスではこれにより下垂体において Prop1 陽性細胞以降の分化に異
常が起き、好酸性細胞の割合が低下する事で GH の分泌低下が引き起こされている可
能性が示唆される。 
 
 
4. GH 投与により MITOLF/F, Creマウスで見られた低身長・低体重が回復する 
 
 これまでの結果から MITOLF/F, Creマウスが GH 分泌不全により、小人症の 1 つであ
る成長ホルモン分泌不全性低身長症を引き起こしていることが示唆される。その為、
小人症の治療薬として知られる GH 投与を行ったところ、MITOLF/F, Creマウスに見ら
れる低身長、低体重が回復した。これらの結果は MITOLF/F, Creマウスが成長ホルモン
分泌不全性低身長症を引き起こしていることを認めるとともに、世界に先駆けたミト
コンドリアタンパク質由来の成長ホルモン分泌不全性低身長症モデルマウスとなる
ことが考えられる。 
 
5. GH3 細胞における MITOL の発現抑制は GH の発現量を低下させる 
 
 MITOL が GH 分泌に直接関与するか検討する為に、GH 分泌株化細胞である GH3
細胞に shMITOL を遺伝子導入することで安定的 MITOL 発現抑制株を樹立し、解析し
た。その結果、発現抑制株は GH の発現量を低下させた。また、発現抑制株に見られ
た細胞増殖率の低下は GH 添加により回復する事が分かった。これらの結果は MITOL
が GH 分泌細胞において GH 分泌に対して役割を持つ事を示唆する。 
 
【結論】 
 
本研究では、GH 分泌に対する MITOL の役割を明らかにする為、MITOL+/+, Creマウ
スと MITOLF/Fマウスを掛け合わせて作製した MITOLF/F, Creマウスを解析した。その結
果、MITOLF/F, Creマウスは低身長・低体重の表現型を認めた。これらの表現型は下垂
体ホルモンであり体の成長に重要な役割を持つ事が知られている GH の発現量が
mRNA レベルで低下していることから、GH 分泌不全の結果であることが示唆される。
GH分泌不全の原因を検討すると下垂体の分化に重要な役割を持つ pit1のmRNA発現
量が低下していることを明らかにした。また、GH を分泌する GH3 細胞における
MITOL 発現抑制の結果、GH の発現量が低下する事を明らかにした。これらの結果は
MITOL が下垂体分化の制御経路、GH に対する直接的な制御経路の少なくとも 2 経路
により GH の分泌を制御していることを見出した。さらには、小人症治療薬である
GH の投与をおこなった結果、MITOLF/F, Creマウスに見られた低身長・低体重の表現型
が回復した。これらの結果は MITOLF/F, Creマウスが小人症の 1 つである成長ホルモン
分泌不全性低身長症を引き起こしていることを示唆する。また、治療薬により表現型
が回復した事から、MITOLF/F, Creマウスが成果に先駆けたミトコンドリアタンパク質
由来の成長ホルモン分泌不全性低身長症のモデルマウスとして有用であることが示
唆される。 
 
 
 
【研究結果の掲載誌】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
審査結果の要旨 
 
ミトコンドリア患者では共通して成長因子(GH)の分泌低下を原因とする小人症様
症状が認められている。申請者はミトコンドリア 4 回膜貫通型ユビキチンリガーゼ
MITOL がミトコンドリア病の発症に重要な役割を持つと考え、Nestin-Cre マウスと
掛け合わせて作製された脳特異的 MITOL 欠損マウス（MITOLF/F, Creマウス）の解析
を行った。その結果、8 週齢において MITOLF/F, Creマウスが雌雄共に低身長・低体重
の表現型を示すことを明らかにした。また、これらの表現型が小人症の治療法である
GH 投与により回復することを明らかにした。GH を分泌する組織である下垂体を解
析した結果、下垂体の萎縮を見出し、組織学的解析から GH と PRL 分泌細胞の減少
が、生化学的解析から GH の発現量が低下することを明らかにした。さらに、下垂体
の発生に重要な転写因子Pit1に着目し、Pit1のmRNA発現量が低下していた一方で、
Pit1 の転写因子である Prop1 の発現が低下していなかったことから、MITOL は Pit1
を介して下垂体の発生に重要な役割を持つことを示唆した。また、MITOL の直接的
な GH 分泌制御の可能性を調べるために、ラット下垂体主要株 GH３細胞を用いて
MITOL を欠損させたところ GH の発現低下が認められ、MITOL の直接的な GH 分
泌制御経路の存在を示した。これらの結果は、MITOL が下垂体の発生と GH 分泌経
路を制御して、ミトコンドリア病の中でも特に小人症様症状に重要な役割を持つこと
を示唆した。以上の研究成果より、小人症の原因の一つにミトコンドリア機能低下が
示唆され、ミトコンドリアを標的にした新たな治療法開発に道を開いた。これらの成
果および質疑応答は、博士（生命科学）の審査の基準を十分満たしており学位に値す
ると判断した。 
 
